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METHOPE POUP t.g DIAGNOSTIC DE CANCERS 

La presente invention concern* une aethode da diagnos- 
tic at/ou da auivi da 1' evolution de divert types da can- 
cers apres un traitement de chimiotherapie ou apres una 
operation. 

On sait que le diagnostic et le suivi da Involution . 
des cancers sont effectues, a part 1 'observation et l'exa- 
men direct de tumeurs, par analyse de biopsies ou, dans la 
cas de cancers du sang, de la rooelle osseuse, ce qui ixn- 
plique soit une intervention ehirurgicale soit un test in- 
vasif du type biopsia ou aspiration medullair* avec ai- 
guille. Or, en plus du caractere dSsagreable voire dange- 
raux pour las patients de telles methodes, il a etc 
constate qu'elles pouvaient en outre etre peu precises. 
Dans le eas de eertaines maladies leucemigues par example, 
1* analyse de I'echantillon de moelle prelevee n'a pas per- 
mis de retrouver toutes las varietes clonales malignes. 

La but de catta Invention consists done a fourair une 
mathode de diagnostic da cancers qui soit d'une part plus 
precise et plus fiable et d' autre part qui soit plus 
facile a reaiiser et n* irapliquant pas de test invasif sur 
les patients. 

La methode de diagnostic et/ou suivi de 1' evolution de 
cancers, objet de 1' invention et visant a atteindre le but 
pracite, comprend 1* analyse da l'aclda desoxyribonucleique 
(AON) present dans le plasma Bangui n. 
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II a en effet maintenant pu etre demontre que das pa- 
tients atteints de differentes maladies cancereuses pre- 
sentaient des taux augmentes d'ADN dans le plasma sanguin. 
La methode de diagnostic selon 1' invention est done basee 
sur la detection de mutations geniques dans cat ADN plas- 
mique, la plasma sanguin etant un materiau humain beaucoup 
plus faellefflent accessible que des biopsies de tumeurs par 
exemple. Ainsi, des mutations d* oncogenes sont freguemment 
raises en evidence dans de nombreux types de tumeurs 
malignes, et parmi elles les mutations du gene ras sont 
particuliereraent signif ica tives . Toutefois, la methode 
peut s'appliquer a n'importe quelle modification genique 
propre a l'ADN de cellules cancereuses, telles les muta- 
tions ou deletions de genes ras, APC, DCC, PS 3, etc. ou de 
n'importe quel oncogene ou antioncoqene (gene de suppres- 
sion de tumeurs) ou encore les modifications de microsa- 
tellites. On a meme observe que differentes mutations des 
genes ras detectees dans l'ADN du plasma sanguin pouvaient 
etre absentes dans 1 1 ADN des cellules sanguines periphe* 
riques ou dans le cas de certains patients leucemiques de 
la moelle osseuse, ce qui tend a conf inner la plus grande 
fiabilite de la methode selon 1' invention en comparaison 
avec les methodes de diagnostic eonnues. 

D'une maniere general*, la methode de diagnostic selon 
1' invention consists a extraire l'ADN du plasma sanguin, a 
purifier et amplifier cet ADN, puis a determiner les muta- 
tions ou deletions geniques dans celui-ci, ceci en prin- 
cipe de maniere comparative entre le plasma sanguin d'une 
personne presumee malade et celui de personnes en bonne 
sante . 
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La portee de 1* presente invention s'etend a toute 
technique d 1 extraction, purification ct amplification 
d'ADN du plasma sanguin; de meme r n 1 import e quelle methode 
de determination das mutations geniques peut etre utili- 
ses. 

La methode da diagnostic selon I 1 invention sera main- 
tenant illustree plus en details en reference aux deux 
examples qui suivent : 

Ex g mo Is 1 : Diagnostic du cancer du colon par detection de 
mutations du gene K-ras. 

Dans cette premiere application de la methode selon 
1* invention, on a utilise la determination de mutations 
dans la eodon 12 des genes K-ras contenus dans das adeno- 
carcinomas du colon. Ces mutations apparaissent generale- 
ment lors de la transition du stade adenome I en adenoma 
II, avant la deletion ou la mutation du gene P53, c'est-a- 
dire relatlvement tot dans 1' evolution de la tumeur. 

Oes echantillons de sang (20-30 ml) de 15 patients 
presentant differents stades d' adenocarcinoma colorectal 
ont eta preleves sur heperine, ces patients n' ay ant regu 
durant cette oeriode aucun medicament anti-cancereux. 
Treire des 15 patients ont ensuita subi une ablation chi- 
rurgicale de la tumeur; de meme, on a egalement preleve 
environ 400 ml de sang au total sur des personnel sainas 
afin d*en isoler 1 * ADM du plasma. 

L'ADN a ete ex trait des tumeurs et des cellules san- 
guines selon des techniques usuelles bien connues. 

Quant a 1' extraction de l'XDN du plasma sanguin, elle 
peut etre effectuee de la maniere suivante : le plasma est 
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d'abord soumia & des traiteraenta par du phenol, de 1' ether 
et du choloroforme. Xpres dialyse contre la SSC (chlorure 
de sodium 0,15 M, citrate de trisodium 0,015m), on fait 
paaser le produit a travers une colonne Concanavaiine 
A-sipharoae afin d'eiiminer lee polysaccharides, puis on 
le centrifuge dans un gradient de CS2SO4. 

L'XDN ainsi extrait et purifie (10 a 100ng) a ensuite 
ete soumis a une amplification par PCR du premier exon du 
gene K-ras dans un volume de 100jj1. 

tes amplimers etaient le 

5 ' -GACTGAATATAAACTTCTGGTAGT-3 * et le 
5 * -CTATTGTTGGATCATATTCGTCC-3 ' . 

X»es amplifications ont ete effectuees dans un tampon 
contenant 50 mM de KC1, 1 0 mM de Tris-MCl a pH 0,3, 200mM 
de cheque nucleotide, 1 , $ mM de MgCl 2 , 0,2uM de chaque 
precurseur et 2,5 unites de "AmpliTag" AON polymerase. 35 
cycles ont ete realises pour' 1 'AON des tumeurs et des cel- 
lules sanguines et 45 cycles pour 1 * ADN du plasma (94°c 
pendant 1 min. , 59*C pendant 1,5 min., 72°C pendant 1 
rain,, le dernier cycle etant prolonge de 7 min. a 72*C). 

En ce qui concerne la detection des mutations , elle 
peut etre effectuee par n'importe quelle methode connue et 
appropriee. Dans le present exemple. elle a ete realisee 
de deux manieres differentes pour chaque echantillon 
teste. 

(a) Hybridisation de produits PCR avec sondes oligonu- 
cleotiques apecifiques aux mutations (selon Verlaan de 
Vries et al., Gene 50, 313-320, 1986): 

Les produits PCR ont ete disposes en quantites egales 
sur des membranes "Zeta-probe" (Bio-Rad, Hercules, CA) et 
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hybridisees avee les oligonucleotides specifiques pour dea 
K-ras mutants ou sauvages. Les oligonucleotides etaient 
marques avee 32P ddATP (Amersham, GB). Afin de separer las 
hybrides parfaita dea "mismateha M , le lavage final des 
membranes a ate effectue dans une solution contanant du 
chlorure de tetramethylaroonnium 3M, 50 mM da Tris-HCl a pH 
8,0 et 0,2 mM EDTA at 0,1 % SDS a 58*C pendant 1 heure. 

(b) Amplification PCR avec amplimera specifiques de 
mutations ponctuellea ou amplification PCR pour alleles 
specif iquas (PASA) (salon Sommer at al, Biotechnique 12, 
82-87, 1992): 

Dans cette methode plus sensible, l'ADN est soumis a 
una amplification PCR avee des amplimers complementaires 
aux sequences normal es GLY ou mutees ALA, VAL, SCR, ASP ou 
CVS. Lea amplimers specif iques aux mutations ont des ter- 
minaisons 3' complementaires aux mutations au point speci- 
f iques. 1/ enzyme Taq I polymerase (Perkin-Elmer Cetus, 
CH), n'a pas d'activite exonuclcasique en 3" et eat done 
incapable d 1 amplifier l'ADN ai le mismatch d'une seule 
base est situe a la terminaison 3' da l'amplimer. 

Cheque PCR a ete effectue dans un volume de 40ul d'une 
solution contenant 50 mM de KC1, 10 mM da Trls-KCl a pH 
8,3, 2 mM de cheque nucleotide, 0,7 mM MgC12, 0,2 mK de 
cheque pracurseur et 1 unite de "AmpliTaq" ADN polymerase. 
Trente-einq cycles ont ete effectuas (94*C pendant 1 rain., 
recult i 55-62*C pendant 2 min., extension a 72*C pendant 
1 min,). Le dernier cycle a ete etendu de 7 min. a 72*C . 
Cheque reaction a ete amorcee avac la technique "hot- 
start". Les amplimers utilises etaient les suivants : 
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S ' -ACTTGTGGTAGTTGGAGCTGG-3 1 pour le K-ras sauvage (re- 
naturation a 55'C), S ' -ACTTGTGGTAGTTGGAGCTGC-3 ' pour 1. 
mutant ALA 12 (renaturation a 62 # C), 

5 ' -ACTTGTGCTAGTTGGAGCTGT-3 ' pour la mutant VAL 12 (renatu- 
ration a 61 # C), 5 * -ACTTGTGGTAGTTGGAGCTA- 3 1 pour le mutant 
SER 12 (rcnaturation a 59 # C>, 5 1 -ACTTGTGGTAGTTGGAGCTGA-3 * 
pour le mutant ASP 12 (renaturation a 60°C), 
5 1 -ACTTGTGGTAGTTGGAGCTT-3 1 pour le mutant CYS 12 (renatu- 
ration a 59°C) et dans cheque cas l'amplimer "antisense" 
5 ' -CTATTCTTGGATCATATTCGTCC- 3 1 . 

Apres amplification, lea produits de la reaction ont 
eta analyses par electrophorese dans un gel de polyacryla- 
mide 0,8 %. 

En utilisant la premiere technique (a) decrite ci- 
dessus, il s'est avere qu * il n'etait pas possible de 
mettre en evidence les mimes mutations dans 1'AON du plas- 
ma que celles detectees dans l'ADN des tumeurs prelevees 
(GL* en VAL, GYS en ALA); cette technique ne semble pou- 
voir fttre appliquee ici que si environ 10 % au moins de 
l'AON total presente une mutation ponctuelle. Par contre, 
les mutations precitees ont pu etre identifiees dans 1 ' ADN 
du plasma avec la seconde technique (b) decrite precedem- 
ment; il apparait que cette technique permet d' identifier 
les mutations dans un eehantillon d' ADN du plasma melange 
avec un exces de 10 4 a 10 s d' ADN normal non mute. D ' autre 
part, avec la meme technique, il n'a pas ete possible de 
detecter les memes mutations sur les echantillons d 1 ADN de 
cellules sanguine. 

Enfin, tous les echantillons de contr61e provenant de 
personnes en bonne sante se sont reveles negatifs, c'est- 
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i-dire ne presentant pas de mutations de l'ADN du plasma. 

gxamole 2 : Diagnostic de cancers dus a des desordres 

myeloides par detection de mutations du gene 
N-ras. 

On sait gu'une predominance de nutations N-ras ont ete 
observees dans l'ADN de la moelle osseuse de patients pre- 
sentant un syndrome myilodyeplasigue (MDS) ou une leueemie 
myeloblastigue aigue (AML) . 

On a preleve 20 a 30 ml de sang sur dix patients at- 
taints de AML ou MDS, ce sang etant reeueilli sur heparine 
et centrifuge sur gradient "Ficoll Hipaque" (Pharmacia, 
SE). On a egalement preleve 400 ml de sang sur des per* 
sonnea saines. L' interphase contenant des cellules mononu- 
eleaires a ete reeueilli et utilise pour 1' extraction de 
l'ADN des cellules sanguines. La phase superieure a ete 
centrifugee a 2500 C pendant 15 minutes, et le surnagent a 
ete utilisi pour 1* extraction de l'ADN du plasma. De plus, 
quelques echantillons de moelle osseuse des memes patients 
ont ete preleves pour analyse de controle. 

L'ADN des cellules sanguines et de la moelle a ete 
isole par traitement a la Proteinase K (Merck , DE) en pre- 
sence de SDS, puis extraction au phenol, precipitation a 
l'ethanol et gradient de CS2SO4. L'ADN du plasma a ete ex- 
trait comae deer it dans l'exemple 1. 

L'ADN (10-100 ng) a ete amplifie dans un volume de 
lOOul. Les amplimers utilises (Oncogene Science, NY, USA) 
etaient 5 * -GACTGAGTACAAACTGGTGG- 3 * et 

5 * •CTCTATGGTGGGATCATATT-3 ' pour le premier exon du gene N- 
ras. Lea amplifications ont ete effectuees dana un 
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"Thermo-Cycler 480" automatigue (Perkin-Elmer Cttus, CH) 
dans Its mimes conditions que celles de I'Sxemple 1. 
Chaque cycle consistait en une etape de denaturation a 
94*C pendant 1 minute, une renaturation (a 51 *C pourtf-ras) 
pendant 1,5 minutes et une extension d'une minute a 72°C 
avee un troisieme segment d' extension de 5 secondes par 
cycle. Le dernier cycle a ete suivi par une extension de 7 
minutes i 72*C. Les produits de 1' amplification {109 np) 
ont ete analyses par electrophorese dans du gel polyaery- 
laaide 0,8%. 

Les deux memes methodes de detection des mutations que 
dans l'Sxemple 1 ont ete employees. Dans la seconde tech- 
nique (b), on a utilise comma amplimers pour N-ras 
5 1 -CTGGTGGTGGTTGGAGCAGA-3 ' pour le mutant ASP 12, 
5 * -GCTGGTCCTTGGAGCAGGTT-3 ' pour le mutant GYS 13, et 
5 * -CTCTATGGTGGGATCATATT-3 ' comme amplimer "antisense" . 

Les resultats des analyses obtenus permettent de 
con firmer que 1*ADH des patients malades presentait une ou 
plusieurs mutations du codon 12 (GLY en CYS ou en ASP) ou 
du codon 13 (GLY en CYS) du gene N-ras, alors que toutes 
ces mutations n'ont pas pu etre identifiees dans l'ADN des 
cellules sanguines, ni merae dans celui de la moelle os- 
seuse. 

Ainsi, il ressort des deux exemples illustratifs ci- 
dessus que 1' analyse de 1'ADN du plasma sanguin peut 
constltuer une method© de diagnostic et du suivl de 1* evo- 
lution d'une maladle caneereuse qui est plus pratique, 
moins traumatisante (simple prelevement de sang chet le 
patient} et parfois meme plus fiable que les methodes 
connues impli quant le prelevement d'une blopsie. 
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RgVEHPICATIQWS 

1. Methode pour ie diagnostic et/ou le suivl de l 1 ©volu- 
tion de cancers comprenant 1' analyse de l'acide desoxy ri- 
bonucleic^ (ADN) present dans It plasma sanguin. 

2. Methode selon la revendication 1 compranant 1' extrac- 
tion de I 1 AON present dans le plasma sanguin, la purifica- 
tion et 1 'amplification de 1 'ADN, et la detection de muta- 
tions geniques dans cet ADN. 

3. Methode selon la revendication 2, dans laquelle on de- 
tec te les mutations ou deletions d' oncogenes, ou bien les 
mutations ou deletions de genes suppresseurs de tumeurs ou 
encore les modifications geniques propres a 1 ' ADN de cel- 
lules cancereuses. 

4. Methode selon la revendication 3, dans laquelle la de- 
tection est appliques a tout oncogene ou antioneogene ou 
gene de suppression de tumeurs , par exemple aux genes AFC, 
ras, DCC ou PS3, ou encore aux modifications de mierosa- 
teliites. 

5. Methode selon i'une des revendii:ations 2 a 4, dans la- 
quelle 1 'ADN est ampiifii par reaction de la polymerase en 
chaine <ci-apres M PCR"). 

6. Methode selon I'une des revendications 2 i 5, dans la- 
quelle la detection des mutations geniques est effectuee 
par hybridisation des produits par PCR avec des sondes 
oligonucleotigues specif iques aux mutations. 
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7. Methode selon l'une des revendications 2 a 5, dans i a - 
" Wlle 14 **t«etion des nutations geni 9 ue, est effectuee 
P»r wplification par PRC avee des aaplimers specifies 
aux mutations ponctuelles. 
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